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RESUMEN 
 
 
Los rayos X son utilizados en consultorios odontológicos con fines de diagnóstico, 
donde el POE recibe dosis de exposición ocasionando un daño estocástico que 
comúnmente no es considerado, pero es acumulable. Por lo anterior, se ha 
reportado una relación entre leucopenia y exposición a radiación ionizante, de tal 
manera que los leucocitos son un modelo biológico idóneo. El daño celular se 
manifiesta a través de expresión de bioindicadores como Hsp70 o con muerte 
celular, proceso que debe ser estudiado para ver el grado de tolerancia 
homeostática con diferentes grados de radiación. El objetivo de este trabajo fue 
evaluar los cambios en la expresión de las proteínas Hsp70, p53, caspasa-8 y 
caspasa-3 y/o muerte celular por apoptosis en leucocitos humanos expuestos a 
rayos X provenientes de equipos odontológicos. Leucocitos en sangre total fueron 
expuestos a dosis diferentes de rayos X. Posteriormente, se evaluó la viabilidad 
celular mediante tinción Wright. Seguido a esto se procedió a identificar las 
proteínas Hsp70, p53, caspasa-8 y caspasa-3 por Western-blot. Se observó una 
disminución de células vivas de 97.5% a 39.5% respecto a las diferentes dosis de 
exposición. El comportamiento de Hsp70 y caspasa-8 fue similar, de tal manera 
que para la tercera dosis la expresión incrementó y para la dosis más alta esta 
disminuye. La proteína p53 incrementó su expresión en la primera dosis para 
luego disminuir en las siguientes. La expresión de caspasa-3 para cada dosis fue 
incrementando. El porcentaje de muerte celular fue dependiente de la dosis de 
exposición. Los datos obtenidos determinan que Hsp70 es un bioindicador de 
estrés celular, mientras que p53, caspasa-8 y caspasa-3 son bioindicadores de 
apoptosis. El daño celular de los leucocitos expuestos a rayos X, provee 
información relevante para implementar mecanismos de protección en el área de 
seguridad radiológica. 
 
Palabras clave: Leucocitos, rayos X, Hsp70, p53, caspasa-8, caspasa-3 y 
apoptosis. 
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ABSTRACT 
 
X-rays are used in dental offices for diagnostic purposes, where the POE receives 
a dose of exposure that causes a stochastic damage that is not report, but is 
cumulative. Therefore, a relationship between leukopenia and exposure to ionizing 
radiation has been reported, in such a way that leukocytes are an ideal biological 
model. Cell damage is manifested through the expression of bioindicators such as 
Hsp70 or cell death, process that must be studied for the degree of homeostatic 
tolerance with different degrees of radiation. The aim of this work was to evaluate 
the changes in the expression of proteins Hsp70, p53, caspase-8 and caspase-3 
and / or cell death by apoptosis in human leukocytes exposed to X-rays from 
dental equipment. Leukocytes in whole blood were exposed at different doses of X-
rays. Subsequently, cell viability was assessed by Wright's stain. Following this, the 
proteins Hsp70, p53, caspase-8 and caspase-3 were identified by Western-blot. A 
decrease of living cells from 97.5% to 39.5% was observed with respect to the 
different exposure doses. The behavior of Hsp70 and caspase-8 was similar, in 
such a way that for the third dose the expression increased and for the highest 
dose it decreases. The p53 protein increased its expression in the first dose and 
then decreased in the following ones. The expression of caspase-3 for each dose 
increased. The percentage of cell death was dependent on the dose of exposure. 
The data obtained determine that Hsp70 is a bioindicator of cellular stress, while 
p53, caspase-8 and caspase-3 are bioindicators of apoptosis. The cellular damage 
of leukocytes exposed to X-rays, provides relevant information to implement 
protection mechanisms in the area of radiological safety. 
 
Keywords: Leukocytes, X rays, Hsp70, p53, caspase-8, caspase-3 and apoptosis. 
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I INTRODUCCIÓN 
 
La radiación se puede clasificar como no ionizante o ionizante (en esta categoría 
se clasifican los rayos X). Los seres humanos estamos permanentemente 
expuestos a un nivel de radiación natural (ionizante y no ionizante); en el caso de 
la radiación ionizante el origen es la radiación de fondo. También, han habido 
exposiciones a radiación ionizante por accidentes. Por otro lado, los seres 
humanos podemos estar expuestos a la radiación ionizante de dosis bajas en 
diagnósticos médicos y estos procedimientos pueden repetirse con frecuencia en 
la misma persona (Squillaro et al., 2018).  
 
Cuando la radiación ionizante interactúa con el tejido biológico causa daño 
directamente e incluso la muerte; el nivel del daño depende del tipo del tejido 
expuesto, la naturaleza de la radiación y la dosis. Este tipo de radiación es un 
potente agente mutagénico capaz de inducir mutaciones y aberraciones 
cromosómicas en el organismo. A dosis no letales puede ser capaz de inducir 
inestabilidad genómica favoreciendo la carcinogénesis (Agarwal et al., 2015, 
Kuefner et al., 2015), también induce muerte celular a través de diferentes 
mecanismos como lo son: apoptosis, necrosis, necroptosis, autofagia, 
senescencia y catástrofe mitótica. Ha sido reportado que, la irradiación induce 
apoptosis en la mayoría de las células normales, así la susceptibilidad de este 
mecanismo es una determinante principal de radiosensibilidad para la mayoría de 
las células; esto ha sido señalado por Miszczyk y colaboradores (2018) (Miszczyk 
et al., 2018)  quienes estudiaron la respuesta respecto a la muerte celular en 
leucocitos humanos expuestos a radiación de protones y rayos X, observando que 
estos se mueren por diferente proceso según el tipo de radiación, predominando la 
apoptosis al irradiar con rayos X y la necrosis con protones.  
 
Los rayos X  desde que fueron descubiertos por  Röntgen, se han usado para  
observar estructuras óseas, surgiendo la especialidad médica de  
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la radiología  que emplea la radiografía como ayuda en el diagnóstico. Las 
imágenes médicas desde la década de 1980, han sido relevantes en el área de 
diagnóstico para la atención médica, exponiendo a los pacientes a la radiación 
ionizante a frecuencias cada vez mayores (Truong et al., 2018).  Los profesionales 
que trabajan en contacto con la radiación siempre están expuestos al daño 
potencial, para observar la respuesta celular con el grado de exposición se han 
tomado como referencia, las células hematopoyéticas debido a que  se consideran 
muy radiosensibles, especialmente los linfocitos que muestran la mayor respuesta 
a las dosis bajas de radiación. Diversos estudios (DavudianTalab et al., 2018, 
Faraj and Mohammed, 2018, Feinendegen and Cuttler, 2018) han enfatizado la 
importancia del análisis de las células sanguíneas para la evaluación de los 
efectos de la radiación en el cuerpo, especialmente entre los radiólogos, que 
pueden desempeñar un papel importante en el pronóstico y el diagnóstico de 
complicaciones. 
 
El efecto biológico relevante de los rayos X es secundario a la ionización. La 
ionización de las moléculas de agua puede crear radicales hidroxilo que pueden 
interactuar con el ADN causando rompimiento de las cadenas o daños en las 
bases; El ADN también puede ser ionizado directamente. Aunque la mayoría del 
daño inducido por la radiación se repara rápidamente, la reparación incorrecta 
puede llevar a mutaciones puntuales, translocaciones de cromosomas y fusiones 
de genes que están vinculadas a la inducción de cáncer. Se suele pensar que este 
efecto es estocástico, es decir, puede ocurrir en cualquier nivel de exposición a la 
radiación, y la probabilidad aumenta a medida que aumenta la dosis (Lin, 2010). 
 
El cuerpo humano está conformado por aproximadamente 3.72 × 1013 de células 
eucariotas (Bianconi et al., 2013), cada una de estas posee una función específica 
con la que mantienen la homeostasis perfecta de cada sistema en el organismo. 
Dentro de los distintos tipos celulares se encuentran los leucocitos que son 
indispensables para la respuesta inmunitaria, asumiendo un rol relevante en el 
proceso de salud-enfermedad de cada individuo, por lo cual es de gran interés 
estudiarlos. Los leucocitos como todas las demás células son sensibles a los 
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cambios de su medio extracelular, activando mecanismos de reparación o de 
apoptosis cuando son dañados por innumerables factores estresantes. Uno de 
estos factores es la radiación, que es un fenómeno en el cual se propaga energía 
en forma de ondas electromagnéticas o de partícula a través de la materia 
(Lumniczky et al., 2018).  
 
Los leucocitos son células muy radiosensibles, especialmente a los rayos X 
(Brengues et al., 2017). Es común que se presente linfopenia como uno de los 
primeros síntomas a la exposición de radiación, además se presentan alteraciones 
en su metabolismo debido a cambios en la conformación de la membrana, su 
permeabilidad y actividad enzimática (Feinendegen and Cuttler, 2018), por ende, 
la función de la célula cambia como resultado de los daños post-radiación. La 
facilidad de obtención, la gran cantidad de células que podemos obtener y su alta 
radiosensibilidad, hace de los leucocitos un modelo experimental idóneo para 
estudiar. 
 
Existen diversas proteínas que participan en la regulación de la apoptosis, y que 
sirven como bioindicadores de que la célula está siendo estresada particularmente 
por la radiación ionizante. Algunas de estas son la proteína de estrés calórico 
Hsp70  que normalmente ayuda al plegamiento de las proteínas recién 
sintetizadas pero recientemente se ha observado que también poseen un rol de 
inmunomodulación en respuesta a la radiación (Multhoff et al., 2015); p53 una 
proteína supresora de tumores esencial para inducir la respuesta celular ante el 
daño al ADN deteniendo el ciclo celular (Joerger and Fersht, 2016); la caspasa-8 y 
la caspasa-3  que ambas son necesarias en la regulación de apoptosis celular 
además de que se ha observado un aumento en la expresión de estas  en células 
expuestas a radiación ionizante (Michelin et al., 2004). 
 
Un estudio reciente con 952,420 entre 18 y 64 adultos en los EE. UU. mostró que 
un número considerable de pacientes recibió hasta 0.05 Gy / año, un valor 
considerable, dados los niveles de referencia para emergencias proporcionados 
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por la Comisión Internacional de Protección Radiológica (ICRP) ) que se encuentra 
entre 20.02 a 0.05 Gy / año (Fazel et al., 2009). Debido a que la exposición a la 
radiación es tan ubicua y puede variar mucho entre las poblaciones, es importante 
comprender completamente los efectos de las dosis altas y bajas de radiación en 
todos los tipos de tejidos y células humanos para reconocer y prevenir los efectos 
perjudiciales (Truong et al., 2018). 
 
Es de gran interés estudiar los efectos de la radiación sobre las células del cuerpo 
humano en especial los leucocitos los cuales son los principalmente afectados 
cuando los seres humanos nos exponemos a la radiación ionizante, 
principalmente con mayor riesgo al personal ocupacionalmente expuesto ya que 
se ha observado una disminución en los parámetros hematológicos en estudios 
clínicos (DavudianTalab et al., 2018, Faraj and Mohammed, 2018).  Se ha 
investigado la relación de la expresión de algunas proteínas con la apoptosis en 
células irradiadas, por ejemplo estudios con Hsp70, donde tiene un rol en la 
recuperación de la célula al estar estresada (Multhoff et al., 2015, Murakami et al., 
2015), p53 un punto de control en la cascada de apoptosis en exposiciones con 
radiación ionizante, además de ser un fundamental como supresor de tumores 
(Fei and El-Deiry, 2003), y las caspasas  proteasas mediadoras de la apoptosis, 
particularmente para nuestro trabajo inducida por la radiación (Rahmanian et al., 
2016). Por esta razón, es importante evaluar los cambios en la expresión de las 
proteínas Hsp70, p53, caspasa-8, caspasa-3 y/o muerte celular por apoptosis en 
leucocitos humanos expuestos a rayos X provenientes de equipos odontológicos. 
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Pregunta de Investigación 
 
¿Es la expresión de las proteínas Hsp70, p53, caspasa-8 y caspasa-3 modificada 
por muerte celular debido a la apoptosis en leucocitos humanos expuestos a  
dosis (2.28 ± 0.05, 4.56 ± 0.09 mGy, 9.12 ± 0.18 y 13.69 ± 0.27 mGy) de rayos X 
provenientes de equipos odontológicos?.  
Hipótesis 
 
La expresión de las proteínas Hsp70, p53, caspasa-8 y caspasa-3 en leucocitos 
humanos se modifica por muerte celular debido a la apoptosis por la exposición 
de rayos X provenientes de equipos odontológicos. 
Objetivo general 
 
Evaluar los cambios en la expresión de las proteínas Hsp70, p53, caspasa-8 y 
caspasa-3 y/o muerte celular por apoptosis en leucocitos humanos expuestos a 
rayos X provenientes de equipos odontológicos. 
Objetivos específicos 
 
1. Exponer los leucocitos humanos a  las siguientes dosis (2.28 ± 0.05, 4.56 ± 
0.09 mGy, 9.12 ± 0.18 y 13.69 ± 0.27 mGy) de rayos X. 
2. Evaluar la viabilidad celular para los distintos tratamientos de exposición. 
3. Determinar la expresión de Hsp70, p53, caspasa-8 y caspasa-3.   
4. Establecer la relación entre los cambios morfológicos y/o muerte celular por 
apoptosis como respuesta de exposición a radiación ionizante (rayos X). 
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II REVISIÓN DE LITERATURA 
2.1. Rayos X 
 
 
Los rayos X son fotones que poseen una longitud de onda de 10 a 
0.01 nanómetros, correspondiendo a frecuencias en el rango de 30 a 30000 PHz 
(El número de ciclos por segundo de una onda electromagnética es la frecuencia, 
generalmente expresada en segundos inversos (seg-1) o Hertz (Hz)), son invisibles 
para el ojo humano,  y  forman parte de la radiación ionizante (Als-Nielsen, 2011). 
Se diferencian de los rayos gamma por su origen, debido a que los rayos X surgen 
de fenómenos extranucleares, en las orbitas electrónicas, mientras que los rayos 
gamma se originan en el núcleo atómico. Son considerados como radiación 
ionizante porque al interactuar con la materia producen ionización de los átomos 
de generan partículas cargadas eléctricamente que se denominan iones. Los 
rayos X tienen diversas aplicaciones, una de las principales es en la medicina, 
donde se utilizan para el diagnóstico  de enfermedades del sistema óseo,  de 
tejidos blandos y de vasos sanguíneos (Badel et al., 2018). 
 
Se pueden producir rayos X por diferentes mecanismos como son el  decaimiento  
beta de átomos radiactivos, el fenómeno de conversión interna, el de captura 
electrónica y por la desaceleración de electrones. Este último se utiliza en las 
máquinas de rayos X de laboratorios, hospitales y consultorios odontológicos 
(DavudianTalab et al., 2018). Este mecanismo  (Figura 1) consiste en un tubo de 
rayos X conformado por dos electrodos (cátodo y ánodo), una fuente de electrones 
(cátodo caliente) y un blanco (Figura 2). Los electrones se aceleran mediante una 
diferencia de potencial entre el cátodo y el ánodo. La radiación es producida justo 
en la zona de impacto de los electrones y se emite en todas direcciones. La 
energía adquirida por los electrones va a estar determinada por el voltaje aplicado 
entre los dos electrodos. Los diferentes electrones no chocan con el blanco de 
igual manera, así que este puede ceder su energía en una o en varias colisiones, 
produciendo un espectro continuo (Seibert, 2004). 
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Figura 1. Esquema de la producción de rayos X en un tubo convencional. 
 
Para activar el tubo de rayos X, es necesaria una fuente de alimentación de alto 
voltaje, ésta determina la penetración de los rayos X. Los parámetros básicos que 
miden la producción de rayos X son los kV, los mA y el tiempo de exposición en 
milisegundos. Los miliamperios determinan la intensidad de rayos X, es decir la 
cantidad de rayos creados y el tiempo de exposición marca la duración de este 
proceso por cada disparo. El haz de electrones constituye una corriente eléctrica 
entre los dos electrodos, medida en miliamperios (Carlos et al., 2008). La cantidad 
de rayos y su energía se relacionan con la dosis de radiación que es proporcional 
a la corriente de electrones, ésta se controla mediante una fuente de alimentación 
del filamento. La energía máxima de los rayos X está dada por el voltaje aplicado, 
la mínima por el espesor del vidrio que tienen que atravesar al salir del tubo 
(Behling, 2016).  
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Figura 2. Espectro de los rayos X respecto al voltaje del tubo. 
 
2.1.1. Magnitudes y unidades dosimétricas 
 
En dosimetría se usan unidades y magnitudes específicas a nivel internacional, 
establecidas para proporcionar una medida física que se correlacione con los 
efectos reales o potenciales de la radiación, son en esencia un producto de 
magnitudes radiométricas y coeficientes de interacción (Ubeda et al., 2015). La 
primera es  la exposición que es la carga que se ha producido en una masa de 
aire por fotones, sus unidades en el SI son C/kg de aire. Para el contexto biológico 
se utiliza la dosis absorbida (D) que mide la energía depositada en un medio por 
unidad de masa; la unidad en el SI para esta magnitud es el J/kg, que recibe el 
nombre especial de Gray (Ubeda de la C et al., 2018). Debe tenerse en cuenta 
que esta magnitud no es un buen indicador de los efectos biológicos de la 
radiación sobre los seres vivos; para esto se debe incluir el tipo de radiación, y las 
características del material biológico. Por otro lado, se encuentra la dosis 
equivalente (H) que es una magnitud física que describe el efecto relativo de los 
distintos tipos de radiaciones ionizantes sobre los tejidos vivos, su unidad de 
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medida es el sievert; esta magnitud tiene mayor significado biológico que la dosis 
absorbida. La dosis equivalente se calcula multiplicando la dosis absorbida  por un 
factor de calidad (Durham, 2006). 
El límite de exposición se fija en 100 mSv cada 5 años para el personal 
ocupacionalmente expuesto, sin superar los 50 mSv por año. Para el público en 
general, se fijan límites de exposición más bajos y se recomienda evitar dosis 
equivalentes superiores a los 5 mSv (0.5 rem)/año en exposiciones a fuentes de 
radiación artificiales (ICRP, 1991). 
2.1.2. Efectos de los rayos X sobre los organismos biológicos 
 
 
La radiación ionizante es capaz de atravesar  el cuerpo humano, de interaccionar 
con el material biológico  y por ende causar daño al organismo. El grado de daño 
depende de diversos factores como el tipo de radiación, la cantidad de dosis, la 
tasa de dosis, la edad, etc. La radiación puede afectar el funcionamiento de 
órganos,  produciendo efectos agudos tales como lesiones en la piel, caída del 
cabello, quemaduras, en casos más graves síndrome de irradiación (UNSCEAR, 
1982). 
 
Los rayos X interactúan con la materia a través de cuatro procesos principales que 
son la dispersión Rayleigh, el efecto fotoeléctrico, la dispersión Compton y la 
producción de pares (Cember, 2008) (Figura 3). Dependiendo de la dosis, los 
efectos de la radiación ionizante sobre las células humanas se dividen en efectos 
estocásticos y deterministas. Los primeros se presentan con exposición a dosis 
bajas de radiación durante un período de tiempo prolongado, y la probabilidad de 
que ocurran estos efectos es directamente proporcional a la dosis por lo que estos 
no presentan umbral; esto significa que hay una probabilidad de que el efecto 
ocurra a una dosis muy baja. Por otro lado los efectos deterministas aumentan al 
presentarse dosis especialmente altas en un corto periodo de tiempo, estos se 
caracterizan por tener un umbral (Hendry, 2012).  
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Figura 3. Interacción de los rayos X con la materia. 
 
Cuando los rayos X inciden sobre un organismo vivo, la interacción a nivel celular 
se puede llevar a cabo en la membrana, el citoplasma, los organelos o el núcleo. 
Si esta interacción sucede en alguna de las membranas se producen alteraciones 
de permeabilidad, por lo que afecta al intercambio de fluidos en mayor cantidad 
de lo normal (DavudianTalab et al., 2018). En el caso, cuando la interacción 
sucede en el citoplasma, cuya principal sustancia es el agua, ésta es ionizada 
formando radicales químicamente inestables (Figura 4). Algunos de estos 
radicales tenderán a unirse para formar moléculas de agua y moléculas de 
hidrógeno (H), otros en cambio se combinan para formar peróxido de 
hidrógeno (H202), el cual produce alteraciones en el funcionamiento de las células 
y algunos más  formando el ion hidroxilo  (HO-), el cual produce envenenamiento 
celular (Feinendegen and Cuttler, 2018). Cuando la radiación ionizante llega hasta 
el núcleo de la célula, puede causar alteraciones de los genes e inclusive 
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rompimiento de los cromosomas, provocando que cuando la célula se divida lo 
haga con características diferentes a la célula original (Lomax et al., 2013). Todas 
estas alteraciones pueden llegar a causar en las células, su aumento o 
disminución de volumen, mutaciones genéticas, un estado latente y muerte, 
produciendo patologías especiales como el cáncer. El riesgo presentar cáncer 
inducido por radiación varía en función de sexo, edad de exposición, dosis de 
radiación, tasa de dosis, la calidad de radiación, una serie de factores genéticos y 
epigenéticos además del estilo de vida de cada individuo expuesto (Morgan and 
Sowa, 2015). 
 
Figura 4. Radiólisis del agua. 
 
Existen pruebas, de que la exposición a dosis bajas de radiación ionizante induce 
una respuesta de estrés en las células (Vega-Carrillo et al., 2002, Candy Yuen 
Ping et al., 2017, Feinendegen and Cuttler, 2018, Mitchel, 2015, Møller and 
Mousseau, 2016, Tang and Loke, 2015, Rithidech and Scott, 2008). Cuando el 
estrés se manifiesta mediante la sobreexpresión de la proteína de choque térmico 
(Hsp70) existe una correlación entre la cantidad de proteína, y la dosis absorbida, 
por tal  motivo ha sido señalado su uso como biodosimetro (Manzanares y Vega-
Carrillo, 2005). Ésta a su vez induce la elevación de los mecanismos de 
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protección, que reducen el riesgo de presentar enfermedades espontáneas, así 
como enfermedades inducidas por la radiación. Esta respuesta protectora, se ha 
observado en todos los tipos de organismos examinados, desde unicelulares 
hasta humanos, lo que indica una conservación evolutiva estricta. En los 
mamíferos, los efectos protectores inducidos típicamente ocurren en dosis 
inferiores al orden de 100 mGy (Mitchel, 2015). Sin embargo, existen también 
datos radiobiológicos sobre los efectos dañinos de dosis bajas en las células, 
donde se ha observado que el ADN puede presentar daños irreversibles que 
desencadenan la apoptosis o la senescencia (Squillaro et al., 2018, Feinendegen 
and Cuttler, 2018, Lian et al., 2015, Lomax et al., 2013, Rühm et al., 2018, El-
Shanshoury et al., 2016). Aún no se logra comprender el verdadero riesgo que 
implica la radiación ionizante a dosis bajas y quedan investigaciones pendientes 
para asegurar la protección radiológica de los seres humanos. 
 
2.2. Leucocitos 
 
 
El sistema inmunológico es fundamental para mantener la vida de los seres 
humanos y la homeostasis del organismo, esto lo hace mediante dos procesos 
fundamentales la inmunidad innata y la adaptativa. Estos mecanismos funcionan 
gracias a células llamadas leucocitos o glóbulos blancos que trabajan 
especializadamente en el cuerpo humano (Tabla 1). Los leucocitos utilizan dos 
mecanismos para realizar su función de defensa, el mecanismo de la fagocitosis y 
el mecanismo de la inmunidad (humoral y el celular), pero además presentan otras 
funciones que los hace especiales como la quimiotaxis (atracción hacia sustancias 
químicas), diapédesis, y movimientos ameboides. 
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Tabla 1. Leucocitos y sus características. 
Leucocito Células/ mm3 Diámetro 
(μm) 
Vida media 
Neutrófilos 1800-7700 10 a 12 6 horas a unos cuantos días. 
Linfocitos 1000-4800 7 a 15 Años, para células de memoria; y semanas 
para el resto. 
Monocitos 0-800 12 a 15  De horas a días 
Eosinófilos 0-450 10 a 12 8 a 12 días 
Basófilos 0-200 12 a 15  De pocas horas hasta pocos días. 
 
 
Los leucocitos se clasifican respecto a su función y a su morfología en cinco 
categorías: linfocitos, basófilos, neutrófilos, monocitos y eosinófilos (Figura 5). 
Estos difieren en su textura y tamaño de núcleo, afinidad por diferentes colores 
fisiológicos y funciones en el sistema inmune (Rödel et al., 2013). 
 
 
Figura 5. Tipos de leucocitos 
 
Los neutrófilos defienden al organismo contra infecciones bacterianas o por 
hongos, usualmente son los primeros en responder a una infección microbiana. 
Los eosinófilos, ante todo, lidian con las infecciones parasitarias aunque también 
son las células inflamatorias predominantes durante una reacción alérgica. Los 
basófilos son principalmente responsables de las respuestas alérgicas ya que 
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liberan histamina, provocando vasodilatación. Los linfocitos tienen como función la 
regulación de la respuesta inmunitaria adaptativa (o específica), se diferencian en 
tres líneas de células reactivas: los linfocitos T que participan en la respuesta 
inmunitaria celular; los linfocitos B, que migran a diferentes tejidos linfáticos, son 
los encargados de la respuesta inmunitaria humoral, transformándose en 
plasmocitos que producen anticuerpos y las células NK (natural killer) que 
destruyen células infectadas (Rawat et al., 2015). Todos estos tipos celulares 
están circulando por las estructuras del cuerpo humano para mantenerlo en 
condiciones óptimas de salud. 
 
Los leucocitos actúan contra sustancias extrañas o agentes infecciosos 
(antígenos), a través del torrente sanguíneo se mueven y distribuyen en todo el 
cuerpo. La función de los linfocitos y sus productos abarca desde la neutralización 
de patógenos con anticuerpos específicos hasta la activación de macrófagos, 
además de la actividad citotóxica directa. Los linfocitos B y T son responsables de 
las respuestas inmunitarias adaptativas, las células NK muestran un conjunto 
diferente de receptores de los expresados por los linfocitos B y T y son 
responsables de las respuestas innatas, contra las células infectadas por virus y 
tumorales (Olsen Saraiva Camara et al., 2012). Como respuesta a la exposición 
de la radiación se ha encontrado evidencia convincente de que los linfocitos son 
una característica recurrente en los tejidos normales dañados, así como también 
su alta radiosensibilidad a pesar de ser células muy especializadas (Schaue and 
McBride, 2012).  
 
Los leucocitos han sido frecuentemente usados a nivel experimental para el 
estudio  de diversas enfermedades, debido a sus múltiples funciones alrededor del 
organismo y en exposición a la radiación los linfocitos son muy sensibles, por ende 
se considera a este fenómeno un agente supresor inmunitario (Lumniczky et al., 
2018). Los distintos tipos de leucocitos, en especial los linfocitos tienen 
radiosensibilidad (Susceptibilidad de una célula a la radiación ionizante) diferente. 
De hecho, las tasas de apoptosis espontánea e inducida por radiación son 
diferentes en las tres subpoblaciones de linfocitos (linfocitos T CD4 +, CD8 + y 
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linfocitos B) de individuos sanos, siendo los T CD4+ los más resistentes y los 
linfocitos B los más sensibles a la radiación (Brengues et al., 2017). 
2.3. Apoptosis 
 
 
La apoptosis  o muerte celular programada, es un proceso ordenado que se lleva 
a cabo con el fin de controlar el desarrollo y crecimiento de las células, ésta puede 
ser de naturaleza fisiológica, está desencadenada por señales celulares 
controladas genéticamente o inducida por factores dañinos para la célula (Nagata, 
2018). Su función más importante en los organismos, es la destrucción de células 
dañadas, evitando la aparición de enfermedades como el cáncer. 
 
La apoptosis ocurre normalmente durante el desarrollo y el envejecimiento,  como 
un mecanismo homeostático para mantener las poblaciones de células en los 
tejidos (Galluzzi et al., 2018). Ésta puede producirse también como un mecanismo 
de defensa, en las reacciones inmunes o cuando las células son dañadas por 
enfermedades o agentes nocivos (Pyrshev et al., 2018). Aunque hay una gran 
variedad de estímulos y condiciones, tanto fisiológicas como patológicas, que 
pueden desencadenar la apoptosis, no todas las células morirán necesariamente 
en respuesta al mismo estímulo. La irradiación o los fármacos utilizados para la 
quimioterapia contra el cáncer dan como resultado daño en el ADN de algunas 
células, lo que puede llevar a la muerte por apoptosis a través de una vía 
dependiente de p53. Algunas hormonas, como los corticosteroides, pueden 
conducir a la muerte apoptótica en algunas células (Galluzzi et al., 2018). 
 
Algunas células expresan receptores de Fas o TNF que pueden conducir a la 
apoptosis a través de la unión del ligando y la reticulación de proteínas. Otras 
células tienen una ruta de muerte predeterminada que debe ser bloqueada por un 
factor de supervivencia como una hormona o un factor de crecimiento. También 
existe el problema de distinguir la apoptosis de la necrosis, dos procesos que 
pueden ocurrir de manera independiente, secuencial y simultánea (Kessel, 2019). 
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Las células sometidas a apoptosis se encogen, su membrana plasmática está 
aparentemente intacta, pero se somete a formación de ampollas, ocurre la 
fragmentación del ADN cromosómico en unidades nucleosómicas, se expone la 
fosfatidilserina en la superficie celular y se pierde el potencial mitocondrial. Se 
pueden observar características morfológicas celulares esenciales (Figura 6) 
como, contracción celular, picnosis (resultado de la condensación de la cromatina) 
característica más importante en la apoptosis, contracción celular, las células son 
más pequeñas, citoplasma denso y los orgánulos están más apretados, cariorrexis 
(ruptura del núcleo celular) y separación de fragmentos celulares (citoplasma con 
organelos apretados con o sin un fragmento nuclear) en cuerpos apoptóticos 
(Pyrshev et al., 2018). Una vez que se forman los cuerpos apoptóticos, estos son 
fagocitados por macrófagos, células parenquimatosas o células neoplásicas y 
degradados dentro de los fagolisosomas (Elmore, 2007).  
 
 
Figura 6. Fases de la apoptosis. 
 
Mecanismos altamente complejos y sofisticados producen la apoptosis, esta 
comprende una cascada de eventos moleculares dependientes de la energía. Hay 
dos vías apoptóticas principales: la vía del receptor extrínseco o de la muerte y la 
vía intrínseca o mitocondrial (Figura 7). Existe evidencia de que las dos vías están 
relacionadas y que las moléculas de una vía pueden influir en la otra (Igney and 
Krammer, 2002). Hay una ruta adicional que implica citotoxicidad mediada por 
células T y muerte de la célula dependiente de perforina-granzima, esta vía puede 
inducir apoptosis a través de granzima B o granzima A (Elmore, 2007). La 
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apoptosis se considera uno de los principales mecanismos de muerte celular por 
la exposición a la radiación (Eriksson and Stigbrand, 2010).  
 
 
Figura 7. Vías de la apoptosis. 
 
Normalmente, la apoptosis en los linfocitos es un proceso para eliminar a estos 
cuando son autorreactivos o para contener la activación de las células 
inmunitarias, pero este proceso puede ser activado por algunos estresores 
externos  y conducir a la muerte celular por esta vía (Wesche et al., 2005). 
2.4. Proteínas celulares  
 
En la célula, están presentes moléculas conformadas por un grupo amino y uno 
carboxilo llamadas proteínas, estas  se localizan dentro de los espacios celulares 
o se incrustan en las membranas, donde desempeñan diversas funciones 
(catálisis, reguladoras, estructurales, defensivas, receptoras y de transporte) para 
regular la supervivencia celular, la proliferación, la diferenciación o la muerte 
(Bauer et al., 2015). 
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Las proteínas se sintetizan por medio de un proceso complejo a partir de los 
genes almacenados en el núcleo celular, por medio de la traducción de proteínas  
que se produce principalmente en el citosol, de ahí se mueven precisamente a sus 
destinos finales donde son esenciales estas  para mantener la función y las 
actividades celulares adecuadas (Hung and Link, 2011). Se estima que 
aproximadamente la mitad de las proteínas deben ser transportadas a su destino 
para poder ser funcionales (Kirsch et al., 2017). 
 
A partir de un molde de ARNm se producen las proteínas, a este proceso se le 
denomina traducción. El ARNm se carga y se lee en el ribosoma de tres en tres 
nucleótidos, emparejando cada codón con su anticodón complementario 
localizado en una molécula de ARN de transferencia biosintetizandose siempre del 
extremo N-terminal al extremo C-terminal. Después ésta debe plegarse de la 
forma adecuada para llegar a su estructura nativa, la que desempeña la función. 
El tamaño de la proteína sintetizada puede medirse por el número 
de aminoácidos que contiene y por su masa molecular total, que normalmente se 
expresa en daltons (Da) (sinónimo de unidad de masa atómica), o su unidad 
derivada kilodalton (kDa) (Alberts, 2013). 
 
2.5. Biomarcadores en la radiación ionizante 
 
 
Los biomarcadores son atributos de los sistemas biológicos que se emplean para 
descifrar factores de su ambiente, se deben poder medir y ser evaluados 
objetivamente como un indicador de un proceso biológico normal, estado 
patogénico o de respuesta. Los biomarcadores  celulares son medidas en los 
niveles molecular, bioquímico o celular  tanto en poblaciones naturales 
provenientes de hábitats contaminados, como en organismos expuestos 
experimentalmente a contaminantes. Este indicador señala la exposición del 
organismo a sustancias tóxicas o a estrés y la magnitud de la respuesta del 
organismo al contaminante. 
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Se puede considerar un biomarcador a  cualquier alteración molecular específica 
de la célula a nivel de ADN, ARN, metabolito o proteína. Un biomarcador puede 
ser tan simple como una prueba de laboratorio o tan complejo como un patrón de 
genes o proteínas. Desde un punto de vista práctico, el biomarcador reflejaría 
específica y sensiblemente un estado de enfermedad, podría utilizarse para el 
diagnóstico, así como para el control de la enfermedad durante y después del 
tratamiento. El término "biomarcador negativo" se usa para un marcador que es 
deficiente o está ausente en una enfermedad. En la era de la biología molecular, 
los biomarcadores se pueden dividir en tres categorías amplias: Aquellos que 
hacen un seguimiento de la progresión de la enfermedad con el tiempo y se 
correlacionan con medidas clínicas conocidas. Los que detectan el efecto de un 
fármaco y  los que sirven como puntos finales sustitutos en los ensayos clínicos 
(Kewal K., 2010). 
Hoy en día aún hay importantes preguntas sin respuesta que deben abordarse 
para aumentar la comprensión del impacto de la baja dosis, en la exposición a la 
radiación, a lo largo de los años las investigaciones han tratado de encontrar 
biomarcadores específicos de la radiación pero todavía falta mucho por estudiar 
(Tichy et al., 2018). Esta  búsqueda ha sido una tarea ardua, y principalmente se 
han tratado de encontrar biomarcadores de dosis efectivas además de  los efectos 
tempranos de la exposición a la radiación ionizante. Las células sanguíneas y el 
suero han demostrado ser fuentes abundantes de biomarcadores de radiación 
humana, incluidos los daños y reparaciones del ADN, las aberraciones 
cromosómicas, los enlaces cruzados de la proteína del ADN, los niveles de 
poliamina en los glóbulos rojos, los perfiles proteómicos séricos y los perfiles de 
expresión génica determinados por ambos microarrays y RT-PCR (Tyburski et al., 
2008). 
 
Un biomarcador ideal, debería ser específico de la radiación e independiente de 
otras exposiciones ambientales, como el tabaco u otros tratamientos, con esto se 
simplificaría el análisis y ayudaría a fundamentar la causalidad de la radiación. Sin 
embargo, los biomarcadores a menudo carecen de especificidad y pueden reflejar 
 20 
 
la exposición a otros agentes ambientales o enfermedades. Esto no les resta 
importancia, todavía pueden ser informativos para predecir el desarrollo de la 
enfermedad inducida por radiación si tales exposiciones son, por ejemplo, aditivas 
o interactivas (Hall et al., 2017). 
 
2.5.1. Proteínas de choque térmico 
 
 
En 1962 Ritossa estudió  las larvas de Drosophila melanogaster  sometiéndolas a 
altas temperaturas, y descubrió que se inducen un conjunto específico de genes. 
Posteriormente, los productos de estos genes se identificaron como "proteínas de 
choque térmico" (Hsp). Estas proteínas poseen funciones esenciales en el  
metabolismo de proteínas, en los procesos de transporte a través de membranas, 
así como a su integración a diversos organelos, actúan como chaperonas que se 
unen y estabilizan a una  parte inestable de otra proteína, mediante la unión 
controlada y la liberación, facilitan su destino correcto (plegamiento, ensamblaje 
oligomérico, transporte a un compartimento subcelular particular, o eliminación por 
degradación) (Sarkar and Roy, 2017). Estas pueden ser inducidas por una amplia 
gama de estresores como temperatura, hipoxia, radiación, inflamación, infecciones 
o contaminantes ambientales (Wang and Li, 2014). En la Universidad Autónoma 
de Zacatecas se ha reportado la  cantidad de proteína Hsp70 sobre expresada en 
linfocitos humanos expuestos a rayos gamma de baja intensidad (Vega Carrillo, et 
al., 1999; Sánchez Rodríguez et al., 1999; Vega Carrillo, et al., 2000) 
 
Las proteínas Hsp pueden regular la vida o muerte de las células directamente, 
modulando ciertos eventos de señalización apoptótica o indirectamente, al 
participar en procesamiento de antígenos, se localizan principalmente en el citosol 
(Horváth et al., 2008). Estas proteínas además tienen un papel en la protección de 
las células contra el daño letal inducido por el estrés exógeno y endógeno 
mediante el apoyo de la degradación de proteínas, el plegamiento, el transporte de 
polipéptidos recién producidos y las proteínas aberrantes plegadas . 
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Las Hsps se sobre expresan en un amplio espectro de tumores malignos humanos 
que contribuyen al crecimiento, la diferenciación, la invasividad y la metástasis del 
tumor, y se asocian a un mal pronóstico. Se ha demostrado también, que la 
sobreexpresión de Hsp en células tumorales juega un papel fundamental en la 
tumorogénesis al inhibir la apoptosis y la senescencia (Rödel et al., 2013). Por 
consiguiente podemos demostrar que es importante el estudio de estas proteínas 
cuando las células están expuestas a la radiación ionizante. 
2.5.1.1. Hsp70 
 
Las proteínas  de estrés calórico son macromoléculas que están compuestas por 
la unión de cientos de aminoácidos en cadenas que se pliegan para adquirir una 
conformación tridimensional (Shevtsov et al., 2018). Esta conformación terciaria es 
la que permite a la proteína realizar su función, con base a esto y a su peso 
molecular se han agrupado en familias para su estudio (Murakami et al., 2015). 
 
La familia de las Hsp70 representa una de las familias más grandes dentro de las 
proteínas de choque térmico. La mayoría de la familia de las proteínas Hsp70 
residen en el citosol, donde mantienen la homeostasis proteica apoyando el 
plegamiento, replegamiento y ensamblaje de polipéptidos nacientes, previniendo 
la agregación de proteínas y ayudando al transporte de otras proteínas a través de 
las membranas (Rödel et al., 2013). 
 
Las proteínas de estrés o de choque térmico como Hsp70, se expresan en 
respuesta a una amplia variedad de agresiones fisiológicas y ambientales, como el 
calor, las especies reactivas de oxígeno, sustancias químicas y radiación tanto no 
ionizante como ionizante (Ohtsuka and Hata, 2000). Por medio de varios 
mecanismos es posible explicar la actividad citoprotectora de estas proteínas, por 
ejemplo la  inhibición de efectores clave de la maquinaria apoptótica, incluidos el 
apoptosoma, el complejo de activación de la caspasa y el factor inductor de la 
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apoptosis, y la degradación mediada por proteasoma de las proteínas reguladoras 
de la apoptosis (Sabirzhanov et al., 2012).  
 
2.5.2. p53 
 
 
Hace 3 décadas, se identificó a la proteína p53 denominada  como el "guardián del 
genoma", uno de los primeros genes supresores de tumores, un factor de 
transcripción específico de secuencia activado por diversas señales de estrés 
(Otto and Sicinski, 2017). 
 
La activación de p53 regula a genes que participan en diversas funciones 
celulares, siendo el más importante el arresto del ciclo celular y  la apoptosis 
(Figura 8). Regulando también los procesos de reparación del ADN, el paro del 
ciclo celular que se produce en las transiciones G1-S y G2-M. En consecuencia el 
grado de reparación del daño del ADN es muy importante para determinar la 
supervivencia o la muerte celular (O’Brate and Giannakakou, 2003). Tras la 
irradiación, la activación de p53 promueve la supervivencia celular mediante la 
detención del crecimiento y la reparación del daño del ADN (Eriksson and 
Stigbrand, 2010), la pérdida de esta función confiere resistencia a la radiación, por 
esta razón es asociada con fenotipos tumorales agresivos (Multhoff et al.) de ahí 
su importancia en los estudios clínicos de cáncer y de exposición a la radiación 
ionizante (Joerger and Fersht, 2016). 
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Figura 8. El papel de p53 en la apoptosis 
2.5.3. Caspasa-8   
 
Se conocen más de catorce caspasas, de algunas de ellas se desconoce su 
función y de otras como las caspasas 2, 3, 6, 7, 8, 9, y 10 se sabe que están 
implicadas en la regulación y en la ejecución de la apoptosis (Rahmanian et al., 
2016). Todas las caspasas apoptóticas permanecen en las células normales como 
proenzimas inactivas, similares a los zimógenos de la coagulación de la sangre, 
pero cuando las células entran en apoptosis, las caspasas se activan a través de 
uno o dos pasos proteolíticos que acaban por cortar el péptido precursor, dando 
como resultado la generación de dos fragmentos (grande y pequeño) que 
constituyen la enzima activa (McArthur and Kile, 2018).  
 La caspasa-8 es una de las iniciadoras de la cascada de la apoptosis, primero se 
recluta y luego se procesa su procaspasa-8, generándose dos fragmentos 
catalíticos que forman la caspasa-8, esta conduce a la activación de otras 
caspasas para formar una cascada que culminara en la apoptosis (Tummers and 
Green, 2017). 
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2.5.4. Caspasa-3 
 
 
Las caspasas (cisteína-aspártico proteasas, cisteína aspartasas o cisteína 
dependientes de aspartato-proteasas dirigidas) son una familia de enzimas con 
función de  proteasas las cuales tienen un papel fundamental en el control de la 
homeostasis en procesos de apoptosis e inflamación. Estas enzimas se han 
categorizado en iniciadores (apical: CASP2, CASP8, CASP9 y CASP10) y 
efectores (verdugo: CASP3, CASP6 y CASP7). Se cree que las caspasas están 
presentes como enzimas precursoras monoméricas inactivas que deben ser 
dimerizadas para una activación completa (Rahmanian et al., 2016). 
 
Las caspasas son proteínas esenciales durante la apoptosis, debido a que durante 
este proceso, casi 1,300 proteínas diferentes se rompen mediante caspasas en 
más de 1,700 sitios (Nagata, 2018).  La apoptosis inducida por radiación puede 
activar la cascada de caspasas a través de la vía intrínseca y extrínseca (Eriksson 
and Stigbrand, 2010). 
 
La caspasa-3 está al final de la cascada de caspasas (Figura 9) y se activa tanto 
por las vías de muerte intrínseca como extrínseca, es concebible que las 
características generales de la apoptosis estén mediadas por los sustratos de 
caspasa-3 (Nagata, 2018).  
 
Figura 9. Cascada de caspasas en la apoptosis. 
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Se considera la más importante de las caspasas, se activa por cualquiera de las 
caspasas iniciadoras (caspasa-8, caspasa-9 o caspasa-10), induce la 
reorganización del citoesqueleto y la desintegración de la célula en cuerpos 
apoptóticos. Por consiguiente, es de suma relevancia el estudio de la capasa-3 
debido a que es  bien conocido que los defectos en la activación de la caspasa en 
cascada conducen a la progresión tumoral y a la metástasis mientras que su 
activación por compuestos que sensibilizan las células tumorales a la radiación 
ionizante las cuales dan como resultado la inducción de apoptosis, reducción del 
tamaño tumoral y control del desarrollo del cáncer. La amplificación en la 
expresión de la proteína caspasa-3 después de la exposición a la radiación induce 
la muerte celular a través de la vía apoptótica (Rahmanian et al., 2016).  
 
La apoptosis se puede medir por varios métodos aprovechando los cambios 
morfológicos, bioquímicos y moleculares que se producen en una célula durante 
este proceso. El sello bioquímico mejor reconocido de las etapas tempranas y 
tardías de la apoptosis es la activación de las proteasas de cisteína (caspasas). La 
detección de caspasa-3 activa en células y tejidos es un método importante para 
la apoptosis inducida por una amplia variedad de señales apoptóticas (Choudhary 
et al., 2015). 
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III MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Con el fin de determinar el efecto que producen rayos X de 70 kV en linfocitos 
humanos se expusieron estos a diferentes dosis. 
 
3.1. Selección y número de muestras 
 
 
Se seleccionaron 4 donadores de edades entre 20-24 años para mantener un 
margen de edad y la radiosensibilidad no sea diferente, sin historial de 
radioterapia, ni consumo de alcohol, tabaco,  medicamentos, sin presentar 
síntomas y signos de enfermedad, de los cuales se obtuvieron muestras de sangre 
venosa periférica (venopunción antebraquial), aproximadamente 5 ml con 50 µL de 
heparina.   
 
 
3.2.  Exposición de leucocitos 
 
 
3.2.1. Rayos X 
 
 
La exposición de las muestras se realizó con una fuente de rayos X marca Corix® 
de la empresa CORAMEX, S.A. que opera a 70 kV y una corriente de 8 mA, con 
número de serie: A30852 (Figura 10), con tiempo de exposición de 0.15 s 
aproximadamente para cada disparo. Se realizaron 5, 10, 20 y 30 disparos 
respectivamente para cada muestra (Figura 11).  
 
 27 
 
 
Figura 10. Equipo de rayos X odontológicos. 
 
 
Figura 11. Protocolo de irradiación para cada una de las muestras. 
 
3.2.1.1.  Determinación de la dosis absorbida  
 
 
La dosis absorbida fue determinada usando TLD´s (detectores 
termoluminiscentes), que se depositaron en viales de cono. Cada vial contenía un 
TLD-100 que se ubicó  en la base de un irradiador de unicel. El cono del equipo de 
rayos X entra por la parte superior del irradiador; bajo este arreglo el blanco del 
tubo de rayos X y los viales se encontraron a la misma distancia. 
 
Los TLD-100 fueron expuestos en grupos de cuatro, para cada diferente cantidad 
de disparos del equipo de rayos X. Un lote de TLDs 100 se utilizó para medir la 
radiación de fondo. El procedimiento se repitió con un monitor de estado sólido 
RaySafe modelo ThinX RAD que se activa cuando el equipo de rayos X se 
dispara. El mismo número de disparos usados para exponer los TLDs se usaron 
con el equipo RaySafe.  
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Antes de su uso, el lote de TLDs se calentó a 400 oC por 1 hora, con el fin de 
borrarlos, después de haber sido expuestos se leyeron en un lector HarshawTLD 
3500 de Thermo Scientific en atmosfera de nitrógeno. La respuesta 
termoluminiscente de cada TLD se obtuvo desde 50 oC a 350 oC con un gradiente 
de temperatura de 10 oC/s.  
 
Las respuestas de los TLDs expuestos se promediaron y se corrigió con la 
respuesta promedio de los TLDs usados para medir el fondo. Estos valores se 
correlacionaron con las lecturas del monitor RaySafe y se obtuvo una correlación  
(r2 =0.9987) entre la respuesta  de los TLDs en nanoCoulombs y la dosis 
absorbida como se muestra en la ecuación siguiente. 
 
D = - 4.9E (-5) + 142.91  RTLD (1) 
 
En esta ecuación D es la dosis absorbida en microGrays y RTLD es la respuesta 
termoluminiscente en nanoCoulombs. Así, la dosis en función de los disparos se 
muestra en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Dosis en función de los disparos realizados. 
Numero de disparos Dosis absorbida 
(mGy) 
0 0±0 
5 2.28 ± 0.05 
10 4.56 ± 0.09 
20 9.12 ± 0.18 
30 13.69 ± 0.27 
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3.3. Evaluación  de la viabilidad celular (Leucocitos en sangre total) 
 
 
Para la evaluación de la viabilidad celular, se realizaron frotis sanguíneos en 
portaobjetos y se procedió a teñirlas con colorante de Wright (WR0505 de la casa 
comercial Golden Bell®). Una vez realizado lo anterior, se observaron los frotis 
sanguíneos en un microscopio óptico con objetivo de inmersión y se realizó un 
conteo de 100 leucocitos para el control y las distintas dosis de exposición 
(Shidham and Swami, 2000). 
 
 
3.4. Identificación de bioindicadores (Hsp 70, Hsp 90, p53 y capasa-3)  
  
3.4.1.  Lisis celular 
 
Para liberar las proteínas celulares a los tubos con la sangre total luego de 40 min 
post-irradiación se adicionaron 500 µL de buffer de lisis (PBS 150 mM NaCl, 2mM 
KCl, KH2PO4 y Na2HPO4,) con inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail 
Tablets in glass vials) a 4°C para luego someterlos a congelación. Al procesar las 
muestras estas se descongelaron, se colocaron en hielo para luego centrifugarlas 
a 14,000 rpm durante 10 minutos con una microcentrífuga (eppendorf), el 
sobrenadante fue recolectado, para medir la posteriormente la proteína total 
soluble. 
 
3.4.2.  Cuantificación de proteínas totales 
 
 
Para determinar la cantidad de proteína total soluble se determinó el método de 
Bradford (Bradford, 1976), se preparó una curva estándar  tomando de referencia 
una solución stock (1mg/ml con BSA Albumina Sérica Bovina), para nueve tubos a 
diferentes concentraciones (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5 y 20 µL de BSA), se 
completaron los volúmenes con 90 µL de NaCl 0.15 M, se homogeneizaron. Las 
muestras problema fueron preparadas con 10 µL de la proteína total soluble y 90 
µL de NaCl 0.15 M. Para todas las muestras se adicionaron  900 µL de reactivo 
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Bradford a cada tubo, estos se mezclaron con un vortex, y midieron las 
absorbancias a 595 nm, para calcular el valor de proteína para cada una. 
 
3.4.3.  Western Blot 
 
Las muestras se prepararon con 25 µg de proteína y 10 µL de ß-mercaptoetanol 
para realizar la electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida  (Figura 12) al 10%, 
durante 90 minutos aproximadamente y a 100 volts (Towbin et al., 1979). Posterior 
a esto se realizó la transferencia de las proteínas a la membrana de nitrocelulosa 
en una cámara de transferencia semi-seca, a 400 mA por 25 minutos, finalmente 
se tiñieron con  Rojo de Ponceau (Figura 13) para evaluar la eficiencia del 
corrimiento de las proteínas, una vez observadas fueron lavadas con solución PBS 
1X para retirar el colorante. Posteriormente se bloquearon las membranas de 
nitrocelulosa con leche al 3% durante 24 h a 4ºC. 
 
 
Figura 12. Electroforesis de proteínas en gel SDS-PAGE. 
 
Después de ser bloqueados los sitios inespecíficos en las membranas de 
nitrocelulosa, se adicionó el primer anticuerpo primario correspondiente (Hsp 70, 
Invitrogen; p53, Sigma-Aldrich; Caspasa-8, Abcam; Caspasa-3; Sigma-Aldrich) 
(Dilución 1:500) por una hora a temperatura ambiente y en agitación (45 rpm), 
después se realizaron 5 lavados con solución PBS y PBS-TWEEN (5 min y con 
agitación contante de 45 rpm), después en seguida se agregó el anticuerpo 
secundario peroxidado (anti-IgG de ratón o anti-IgG de conejo para el caso de las 
 31 
 
caspasas con dilución 1:1000) durante una hora y con agitación (45 rpm), 
finalmente se hicieron 10 lavados con PBS y PBS-TWEEN (5 min y con agitación 
contante de 45 rpm). Se realizó también la inmunodetección de la proteína 
tubulina como control, ya que esta es un heterodímero formado por dos 
subunidades (α y β) que al ensamblarse de manera altamente organizada genera 
uno de los principales componentes del citoesqueleto, como son los microtúbulos, 
particularmente se utilizó el anticuerpo para β-tubulina de sigma a una dilución de 
1:500. 
 
 
Figura 13. Proteínas teñidas con rojo Ponceau en la membrana de nitrocelulosa. 
 
Para revelar las proteínas, las membranas se sumergieron en una solución de 
Diaminobenzidina (preparada con PBS, filtrada y activada con 60 uL de peróxido 
de hidrogeno) o en solución ECL (GERPN2232 - ECL™ Prime Western Blotting 
System) hasta identificar la señal, no excediendo los 30 min de revelado, posterior 
a esto la reacción fue detenida mediante el proceso de sumergir las mismas en 
agua destilada, fueron secadas a temperatura ambiente después de haber sido 
colocadas sobre hojas de papel (He, 2011). 
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Figura 14. Incubación para la inmunodetección de las membranas de 
nitrocelulosa. 
 
3.5. Identificación de cambios morfológicos celulares post-estrés  
 
 
Para evaluar la morfología celular inicial de los leucocitos en sangre total y la 
morfología post-estrés celular a Rayos X (Tiempo post-estrés de 40 min)), se 
realizaron frotis sanguíneos, que se tiñeron con colorante Wright y se observaron 
en un microscopio óptico con objetivo de inmersión donde se tomaron fotografías 
con una cámara digital (Amscope 3.1 MP) para microscopio (Shidham and Swami, 
2000). 
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IV RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
4.1. Evaluación de la viabilidad celular 
 
 
Se evaluó la viabilidad de los leucocitos expuestos a rayos X para cada una de las 
muestras, se observó una disminución en el porcentaje promedio de células vivas 
de 97.5% a 39.5% y un aumento en el porcentaje de células muertas  de 2.5% a 
60.5% respecto a las diferentes dosis de exposición, donde la última dosis (13.69 
mGy) presentó mayor porcentaje de células muertas como lo representa la Figura 
15. Posiblemente esta disminución es resultado del daño celular producido, lo 
anterior es similar a los resultados reportados por Faraj y Mohammed  (2018),  
donde se reporta la disminución el número de células sanguíneas para POES 
expuestos a rayos X. 
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Figura 15. Viabilidad celular respecto a la dosis absorbida. 
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4.2. Identificación de bioindicadores (Hsp70, p53, caspasa-8 y caspasa-3) 
 
4.2.1. Cuantificación de proteínas totales 
 
 
Por medio de una curva de calibración la cual se observa en la Figura 16 de 
concentración conocida de albumina sérica bovina se procedió a determinar la 
cantidad de proteínas totales solubles en cada una de las muestras, se obtuvo una 
correlación de R2=0.9703, por lo que fue validada la determinación. 
 
 
Figura 16. Curva de calibración Bradford. 
 
 
4.2.2. Western-blot 
 
4.2.2.1. Hsp70  
 
 
Se determinó la presencia de la  expresión basal de proteína Hsp70 para el 
control. Para las primeras dosis (2.28 ± 0.05 y 4.56 ± 0.09 mGy), se observó que 
la concentración de la expresión se incrementó proporcionalmente a la dosis de 
exposición anteriores, para la tercera dosis (9.12 ± 0.18 mGy),  se observó 
incremento de la expresión cualitativamente más significativo. Finalmente para la 
cuarta y última dosis (13.69 ± 0.27 mGy) la expresión disminuyó en relación al 
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comportamiento de expresión anteriormente mencionado, como se observa en la 
Figura 17.  
En relación al comportamiento sobre la expresión de Hsp70 se demostró que esta 
proteína es un bioindicador de estrés celular por radiación ionizante (rayos X) 
como ha sido reportado por Multhoff et al., en 2015,  de tal manera que los datos 
generados en el trabajo confirman este hecho por exposición rayos X. Datos 
reportados por Calini et al., (2003), (Calini et al., 2003)  coinciden con esta 
explicación pero con otro modelo biológico como células C3H 10T1/2 cuando 
fueron expuestas a rayos gamma de 7.5 Gy, además con el trabajo reportado 
Gehrmann et al., (2004), en células de carcinoma expuestas a 10 Gy en gammas. 
 
 
Figura 17. Expresión de Hsp70 en Western blot revelado con diaminobenzidina y 
control de β-Tubulina revelado con ECL. 
 
4.2.2.2. p53  
 
 
La identificación de la presencia para la expresión basal de p53 para el control fue 
medida cualitativamente. El comportamiento de la expresión de p53  estableció 
que para la primera dosis (2.28 ± 0.05 mGy) se observó un incremento 
considerablemente significativo en comparación con la expresión del control, 
además para el resto de las exposiciones el comportamiento de la expresión  
disminuyó, como se observa en la Figura 18. Estos resultados concuerdan con las 
investigaciones de Hollmann et al., (2016), donde se observó un incremento de 
p53 en cangrejos Ucides cordatus expuestos a luz ultravioleta por cinco días, de 
Wang et al., (2016)  donde se encontró un aumento de p53 en ratones expuestos 
a rayos gamma con una fuente de Co60 a  dosis de 7, 8, 8.5 y 9 Gy, y  Wang et al., 
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(2015)  que encontró un aumento en la expresión de p53 en células intestinales de 
ratón expuestas a 4-8 Gy durante seis días.   
 
 
Figura 18. Expresión de p53 por Western-blot y control de β-Tubulina revelado 
con ECL. 
 
4.2.2.3. Caspasa-8  
 
 
Se identificó una expresión basal de caspasa-8 para el control, para las primeras 
dosis (2.28 ± 0.05 y 4.56 ± 0.09 mGy) esta incrementó, para la tercera dosis (9.12 
± 0.18 mGy) se observó incremento de la expresión cualitativamente más 
significativo.  Por otro lado para la dosis más alta  (13.69 ± 0.27 mGy) la expresión 
disminuyó lo anterior se observa en la Figura 19, estos resultados coinciden con 
los reportados por Rahmanian et al., en 2016 , donde la caspasa-8 incrementa su 
expresión por inducción de la radiación en diversos tipos celulares y también por 
Afshar et al., (2006)  (Afshar et al., 2006)en células de glioma expuestas a 2.3 Gy 
de rayos gamma. 
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Figura 19. Expresión de caspasa-8  en Western blot revelado con 
diaminobenzidina y control de β-Tubulina revelado con ECL. 
 
 
4.2.2.4. Caspasa-3  
 
 
Para caspasa-3 se encontró una expresión basal en el control, mientras que para 
las siguientes dosis la expresión incrementó paulatinamente, encontrando 
sobreexpresión en la tercera y cuarta dosis como lo podemos observar en la 
Figura 20,  estos resultados son similares a los estudios realizados por Hollmann 
et al., en 2016 donde se observó un incremento de caspasa-3 en cangrejos Ucides 
cordatus expuestos a luz ultravioleta por cinco días, por Coelho et al., (2000)  que 
observó cómo se induce la expresión de caspasa-3 al exponer células de leucemia 
humanas MOLT-4 a rayos-X por 6, 12, y 24 horas a una tasa de dosis de 2.5 
Gy/min, y  por Liu et al., en 2015  donde encontró la activación de caspasa-3 en 
ratones expuestos a radiación ionizante con Fe56 a una dosis de 0.5 Gy.  
 
 
 
Figura 20. Expresión de caspasa-3 y control de β-Tubulina por Western-blot 
revelado con ECL. 
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4.3.  Evaluación morfológica celular 
 
4.3.1. Controles 
  
4.3.1.1. Leucocitos con morfología normal  
 
 
La morfología celular se observó con tinción Wright, una tinción de tipo 
Romanowsky, que consiste en azul de metileno y sus productos de oxidación, así 
como eosina Y o eosina B. La acción combinada de estos colorantes produce el 
efecto Romanowsky que da una coloración púrpura a los núcleos de 
los leucocitos y a los gránulos neutrofílicos, así como  color rosado a los 
eritrocitos. Estas propiedades dependen del enlace de los colorantes a las 
estructuras químicas y de las interacciones del azul B y la eosina Y. Por esta 
razón, el azul de metileno (tiñe de color azul las partes ácidas de las células) y la 
eosina (tiñe las partes alcalinas) ambos disueltos en metanol (que permite la 
fijación de las células), y buffer de fosfatos (que rehidrata a las células después de 
la exposición con metanol).  
Figura 21. Leucocitos control.  
A) Neutrófilo con morfología normal. B) Linfocito con morfología normal. C) 
Neutrófilo multinucleado. D) Neutrófilo multinucleado. 
 
A B 
C D 
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Los frotis con tinción Wright de los leucocitos en sangre total se muestran en las 
cuatro imágenes de la Figura 21, en donde se identifica la distribución del 
colorante en los diferentes cuerpos celulares de una manera homogénea, siendo 
éste un indicativo de células en condiciones homeostáticas normales. 
Tal como lo establece Rawat (2015), la morfología característica de los leucocitos, 
nos indica que estas células se encuentran en condiciones normales, por lo que 
estas se consideraron como controles, en este estudio. 
 
 
4.3.2.  Rayos X  
 
 
Se observó un incremento en los  cambios morfológicos celulares respecto a las 
diferentes dosis de rayos X, estos característicos del proceso de muerte por 
apoptosis como alteración de la membrana celular, presencia de vacuolas, 
citoesqueleto colapsado, condensación nuclear, fragmentación nuclear, 
prolongaciones en la superficie de la membrana y presencia de cuerpos 
apoptóticos (Martinez et al., 2010).  
 
Figura 22. Leucocitos expuestos a la primera dosis. 
A) Formación de vacuolas en neutrófilos. B) Neutrófilos con vacuolas en el 
citoplasma. C) Eosinófilo con presencia de vacuolas. D) Linfocito con morfología 
normal. 
 
 
A B 
C D 
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Figura 23. Leucocitos expuestos a la segunda dosis. 
A) Neutrófilos y linfocitos con vacuolas y fragmentación del ADN. B) Neutrófilo con 
núcleo fragmentado. C) Neutrófilo multinucleado fragmentado y cuerpos 
apoptóticos presentes. D) Neutrófilo con su núcleo separado. 
 
Figura 24. Leucocitos expuestos a la tercera dosis. 
A) Linfocito con vacuolas y membrana celular extendida. B) Neutrófilo con 
vacuolas y condensación nuclear.  C) Linfocitos con presencia de vacuolas 
así como condensación nuclear. D) Eosinófilo con fragmentación nuclear y 
vacuolas. 
 
 
Estas características se pueden observar para cada una de las dosis en las 
Figuras 22, 23, 24 y 25. Estos cambios celulares coinciden con los reportados por  
A B 
C D 
A B 
C D 
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Shidman y Swami (2000),  donde evaluaron los eventos celulares presentes en la 
apoptosis en frotis sanguíneos, con Gong et al.,  (2000) que observó muerte por 
apoptosis como respuesta adaptativa en timocitos expuestos a rayos X con dosis 
de 25-100 mGy y más recientemente por Miszczyk et al.,  (2018)  que encontró 
muerte celular por apoptosis en linfocitos expuestos a 0.3-4 Gy con rayos X. 
 
 
Figura 25. Leucocitos expuestos a la cuarta dosis. 
A) Linfocito prolongaciones y fragmentación nuclear. B) Cuerpos apoptóticos.  C) 
Linfocito y neutrófilo con presencia de vacuolas así como condensación nuclear. 
D) Neutrófilo con fragmentación nuclear y vacuolas. 
 
 
 
 
  
A B 
C D 
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V CONCLUSIONES 
 
 
Se evaluaron los cambios en la expresión de las proteínas Hsp70, p53, caspasa-8, 
caspasa-3 y/o muerte celular por apoptosis en leucocitos humanos expuestos a 
rayos X provenientes de equipos odontológicos. 
 
1. Los rayos X de 70 keV son un agente estresante de leucocitos humanos y 
el estrés se manifiesta mediante al inducción de marcadores moleculares 
como la Hsp70, p52, caspasa-3 y caspasa-8. 
 
2. El porcentaje de muerte celular es dependiente al incremento de la dosis de 
exposición, debido al daño celular producido por exposición a rayos X. 
 
3. Los rayos X inducen estrés celular en los leucocitos, medido a través de la 
proteína Hsp70 que se puede utilizar como un bioindicador del proceso 
mencionado. A dosis de (9.12 ± 0.18 mGy) la concentración de la 
sobreexpresión de dicha proteína obtuvo su mayor incremento.  
 
4. Los datos obtenidos demuestran que la proteína p53 se sobre expresó en la 
primera dosis de exposición (2.28 ± 0.05 mGy), mientras que para las 
siguientes dosis (4.56 ± 0.09 mGy, 9.12 ± 0.18 y 13.69 ± 0.27 mGy)  su 
expresión fue disminuyendo. 
 
5.  La caspasa-8 tuvo un comportamiento similar a la proteína Hsp70 
presentando su pico de expresión en la tercera dosis (2.28 ± 0.05 mGy), 
mientras que la caspasa-3 fue incrementando su expresión respecto a la 
dosis de exposición presentando en las dos últimas dosis (9.12 ± 0.18 y 
13.69 ± 0.27 mGy)   dos bandas correspondientes a la pro-caspasa y a la 
caspasa-3. De tal manera que estos biondicadores demuestran la presencia 
de muerte celular por apoptosis. 
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6. Se observaron cambios morfológicos característicos de muerte celular por 
apoptosis cuando se incrementa la dosis de exposición, este 
comportamiento tiene una respuesta de daño celular más significativa a 
dosis de (9.12 ± 0.18 y 13.69 ± 0.27 mGy) además morfológicamente se 
observaron cuerpos apoptóticos, indicativos del final del proceso apoptótico 
en leucocitos por dicha exposición. 
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Trabajo a Futuro 
 
1.  Evaluar viabilidad y daño celular por exposición a otro tipo de radiación 
como neutrones y gamma. Así mismo, utilizar otro modelo experimental, 
con la finalidad de evaluar y comparar el comportamiento en los efectos  
biológicos anteriores. Por consiguiente, esto permitirá generar datos 
significativos para las diferentes áreas de aplicaciones radiológicas.  
 
2. Evaluar la localización celular del daño por exposición a radiaciones 
ionizantes por medio de la técnica de inmunofluorescencia de las proteínas 
bioindicadoras Hsp70, p53, caspasa-8 y caspasa-3, esto permitirá obtener 
información relevante del sitio específico celular ocasionado por la 
exposición de la radiación y relacionarlo con algunas patologías. 
 
3. Ampliar el estudio del comportamiento del daño celular con otros 
bioindicadores celulares específicos, que permitan complementar la 
información del daño a nivel molecular y determinar un grupo de 
bioindicadores que identifiquen la intensidad de la respuesta del efecto por 
la exposición a los diferentes tipos de radiación ionizante y modelos 
biológicos. Esta información puede ser significativamente útil para el área 
de radioterapia en donde se pueden generar nuevos protocolos o modificar 
los existentes. 
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2009 - 2012 
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Concurso de oratoria “JADILOP, presencia 
educativa constante” 
8-Marzo-2006 
1er. Lugar en composición literaria “JADILOP 
cuenta contigo” 
14-Marzo-2006 
Evaluación de la tercera etapa de la 
“Olimpiada del conocimiento” de 6  ֯  grado 
27-Marzo-2006 
III Simposio Nacional de Ciencias Químico 
Biológicas 
21 al 23 de Octubre de 2015  
1ra. Jornada de Investigación en Ciencias 
Biológicas 
1 y 2 de Diciembre de 2016 
V Simposio Nacional de Ciencias Químico 
Biológicas 
18 al 20 de Octubre de 2017  
 
Ponencia El calor y la luz UV inducen daño al 
ADN en leucocitos humanos 
Jornadas de Investigación UAZ-2017 
XXIV Semana Nacional de Ciencia y 
Tecnología 
30 al 31 de Octubre de 2017  
 
Daño celular medido a través de alteraciones 
al ADN y cambios en la expresión de Hsp 70 
en leucocitos humanos expuestos a Luz UVA y 
Calor 
Consejo Zacatecano de Ciencia, Tecnología 
e Innovación 
27-Octubre-2017  
 
Aumento en la expresión de Hsp70, Hsp90 y 
p53 en la piel de ratón Balb/C por exposición 
a radiación UVA, UVB y UVC 
19  ֯  Seminario de investigación Universidad 
Autónoma de Aguascalientes 
Mayo-2018  
 
DNA damage and overexpression of P53 and 
Hsp 70 in human mononuclear leukocytes 
exposed to X-rays 
XVlll International Symposium on Solid State Dosimetry 
24-28 de Septiembre de 2018  
 
Mejor Cartel: 19  ֯  Seminario de investigación 
Universidad Autónoma de Aguascalientes 
Aumento en la expresión de Hsp70, Hsp90 y 
p53 en la piel de ratón Balb/C por exposición 
a radiación UVA, UVB y UVC 
Mayo-2018  
 
PRODUCTIVIDAD ACADÉMICA 
Primer Lugar en calidad de asesor en el 
concurso de investigación científica “José 
Árbol y Bonilla” 
Cambios en la viabilidad celular, daño al DNA y 
sobreexpresión de Hsp70 en leucocitos 
10 de Noviembre de 2018  
 
VI Simposio Nacional de Ciencias Químico 
Biológicas 
Cambios morfológicos en Leucocitos humanos 
expuestos a luz ultravioleta y calor 
22 y 23 de Octubre de 2018  
 
Mejor ponencia de la mesa de Ciencias 
Biomédicas: Hsp70 y caspasa-8 como 
bioindicadores del proceso apoptótico por 
exposición a rayos X odontológicos en 
leucocitos humanos” 
20  ֯  Seminario de investigación Universidad 
Autónoma de Aguascalientes 
 31 de Mayo de 2019  
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IDIOMAS 
Certificado nivel A1 según el marco Común 
Europeo del Programa de Inglés 
Universidad Autónoma de Zacatecas 
“Francisco García Salinas” 
1-Septiembre- 2007  
 
Certificado nivel A1 según el marco Común 
Europeo del Programa de Inglés 
Universidad Autónoma de Zacatecas 
“Francisco García Salinas” 
12-Septiembre- 2009  
 
Trinity College London 
Grade Examination in Spoken English 
Entry level certificate in ESOL International 
(Speaking and Listening) (Entry 2) 
A2.1 of the CEFR 
With Distinction 
Enero- 2010  
 
Nivel B2 según el marco Común Europeo del 
Programa de Inglés 
Universidad Autónoma de Zacatecas 
“Francisco García Salinas” 
13-Junio- 2012 
 
FORMACIÓN COMPLEMENTARIA 
Materias extracurriculares: Inglés, Informática, 
Educación Física, Antropología 
Colegio del Centro 
21-Junio- 2012  
 Microsoft access, Microsoft visual basic, 
Microsoft Power Point, Corel Draw 12, Corel 
Rave 3, Macromedia Flash 8, Microsoft Word y 
Microsoft Excel 
Colegio del Centro 
20-Agosto- 2012  
 
Fotografía Digital 
Centro de Capacitación para el Trabajo 
Industrial Número 081  
14-Noviembre- 2015  
 
Fotografía Digital Intermedio 
Centro de Capacitación para el Trabajo 
Industrial Número 081  
2-Julio- 2016  
 
Excelencia Académica en la especialidad de 
Fotografía Digital  
Centro de Capacitación para el Trabajo 
Industrial Número 081  
Ciclo escolar 2015-2016 
2-Julio-2016 
 
1st Poom Certificate Taekwondo 
World Taekwondo Headquarters (Kukkiwon) 
No. 09090568 
5-Mayo- 2005  
 
Audición piano digital 
Instituto Tecnológico Musical 
16-Julio-2018 
20-Diciembre-2018 
18-Julio-2019 
 
 
 
TOEFL ITP 
Total Score 537 
14-Junio- 2019  
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Curso Taller: “Farmacia Clínica” 
Implementación y Funcionamiento de una 
central de mezclas 
Universidad Autónoma de Zacatecas 
“Francisco García Salinas” 
18 y 19  de Noviembre de 2016 
 
CURSOS Y TALLERES 
Curso Aplicaciones Biológicas para el equipo 
de espectrometría de masas  
Universidad Autónoma de Zacatecas 
“Francisco García Salinas” 
15 al  30  de Junio de 2017 
 
Curso Teórico-Práctico: “Introducción  a la 
proteómica” 
Universidad Autónoma de Zacatecas 
“Francisco García Salinas” 
9  al  12  de Octubre de 2017 
 
